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論文内容の要旨
[目的] Duchenne 型筋ジストロフィー (DMD) は非常に頻度の高い伴性劣性遺伝性の進行性筋疾患である。出生
男児3500人に 1 人の頻度とされ，ジストロブイン遺伝子の変異によって細胞骨格をなす構造蛋白ジストロブインの異
常を生じ，筋の変性や崩壊がおこる。 cDNA プロープとマルチプレツクス PCR によって， DMD 患者の65%について
はジストロブイン遺伝子の欠失・重複が明らかであるが，残り 35%については点突然変異あるいは微小な欠失がある
と考えられている。ジストロフィン遺伝子は2300 kb と巨大であるためそういった変異の検索は困難であったが，最近
では SSCP 法， heteroduplex 法， chemical cleavage 法による報告が散見される。我々もこのような方法を用いて，筋
膜でのジストロフィンとジストロブイン結合糖タンパク質複合体との結合部位としての役割が注目され，今までに変
異の報告がほとんどないシステインリッチドメインおよびC末端ドメインの微小な変異の検出を試みた。
[方法と成績] 75例の DMD 患者および Becker 型筋ジストロフィー (BMD) 患者を対象として行ったサザンプロ
ット法・ PCR 法によってジストロブイン遺伝子の欠失・重複を認めず，筋生検組織の抗ジストロブイン染色にて C末
端部分が染色されないことが確認されている 10例の典型的 DMD 患者を今回の対象として選んだ。 PCR 法によれば，
75例中， DMD の患者の35% ， BMD 患者の67%，全体として平均43%に欠失を認めた。この10例の DMD 患者の末端
血より常法によって DNA を抽出した。検索したエクソンは， 79エクソンよりなるジストロフィン遺伝子の後半部分を
構成し，最近構造蛋白としての機能面で注目されているシステインリッチドメインと C末端ドメインのエクソン65，
67, 68, 70 , 75の 5 つである DNA の増幅は患者 DNA を各々のエクソンのオリゴヌクレオチドプライマー， Taq ポリ
メラーゼ， [α-32P]dCTP を含む系で増幅した。
SSCP 分析:上記の各エクソンについての PCR 増幅物を 5%非変性ポリアクリルアミドゲルに泳動して，バンドの
パターンを分析した。エクソン65で10例中 1 例の DMD 患者(患者 1 )が異なる泳動パターンを示し，変異の存在が示
唆された。
heteroduplex 分析:各エクソンについての PCR 増幅物を同様の方法で増幅した正常コントロールの PCR 増幅物
と等量ず、つまぜ，これを 5%変性ポリアクリルテミドゲルに泳動した。エクソン65で患者 1 のみに正常ノてンドと異なる
泳動度の異常バンドの計 2 本のバンドを認めた。他の 4 つのエクソンについてはいず、れの患者についても異常なバン
ドは検出されなかった。
患者 1 とその家系についての分析:患者 1 は 5 歳男児で，両足の合E止症，右手の多指症，軽度精神発達遅滞がある。
l 歳時で筋生検で DMD と診断されており，筋生検組織の抗ジストロブイン染色，ウエスタンプロットとも陰性であ
る。 2 歳の弟(患者 2 )は発達も正常で合併奇形もないが， CK の上昇と下腿の仮性肥大を認める。母親は家族歴，筋
症状ともなく健康である。エクソン65について上記と同様に SSCP 法， hetero duplex 法にて検索したところ，患者 2
は全く兄(患者 1 )と同じパターンを示した。母親は SSCP 法では正常パターンと異常ノてンドのヘテロパターン，hetero 
duplex 法では正常コントロールとの混合なしでも正常バンドと異常バンドの組合わさったヘテロパターンを示した。
シークエンス分析:患者 1 ，患者 2 ，母親についてエクソン65のダイレクトシークエンスを行った。結果はアミノ酸
コドン3144のプロリンにCC) の C が 1 塩基欠失することでストップコドン (TGA) が生じ， 3153個のアミノ酸残基
よりなる truncated protein が生成されるものと考えられた。母親は欠失部分より下流でヘテロのシークエンスパター
ンを示した。以上より，患者 2 も患者 1 と同様に DMD，母親は保因者であると診断した。
[総括] システインリッチドメインはジストロフィン結合糖タンパク質複合体との結合およびジストロフィンの機
能においても重要な役割を果たしているとされている。患者 1 ではウエスタンプロットにてジストロフィン蛋白を検
出できず，ナンセンス変異によって不安定な蛋白が生成されたかあるいは転写レベルでの急激な減少が示唆された。
これらのことからも，我々の症例の変異はこのシステインリッチドメインの機能を考えるうえで興味深い。現在まで
にこのドメインでの他の変異の報告はエクソン65の 5' スプライスサイトでの点突然変異の報告が 1 例があるのみであ
る。この症例では C末端のプロモーターより転写される Dp71や Dp116の発現が脳では認められないと考えられ，精神
遅滞が生ずると述べている。患者 1 でもこの転写産物の発現が認められないと考えられ，本患児の軽度精神遅滞の病
因を考えるうえで興味深い。最近ではジストロフィン遺伝子全般について，点突然変異をはじめとする微小な変異の
報告が SSCP 法， heteroduplex 法， chemical cleavage 法といった新しい方法で次々となされている。ジストロフィン
蛋白の各部位の構造と機能を考えるうえでも，また従来の方法では難しかった発端者の微小な変異を明らかにするこ
とで多型分析に頼らざるをえなかった出生前診断や保因者診断をより確実なものとすることが可能となることから
も，微小な変異の検出は今後さらに積極的に取り組むべき課題であると考えられる。
論文審査の結果の要旨
Duchenne 型筋ジストロフィー (DMD) は頻度の高い伴性劣性遺伝性の進行性筋疾患であり， DMD 患者のうちサザ
ンプロット法や PCR 法で遺伝子変異が明らかなものは65%で残りの35% は点突然変異や微小な欠失によるものと考
えられている。本研究ではこういった従来の方法では遺伝子変異の明らかでない DMD 患者10例について， SSCP 法と
Heteroduplex 法といった微小な変異検出法を用いて筋細胞膜部分でジストロブインとジストロフィン結合糖タンパ
ク複合体の結合部分としての役割が注目され，遺伝子変異の報告がほとんどないシステインリッチドメインおよびC
末端ドメインの遺伝子変異の検出を試みることとした。 exon65， 67 , 68 , 70 , 75の 5 つのエクソンを検索した結果，
l 例で exon65の 1 塩基欠失を見いだ、し，同じ変異を弟と母親にも認めた。本症例の変異は C末端部分の l 塩基欠失で
ありながら，筋組織の抗ジストロフィン抗体染色がジストロフィン全領域で陰性でありウエスタンプロットも陰性で
あった点から，システインリッチドメインの機能の重要性を考える上で興味深い。ジストロフィン蛋白各部分の構造
と機能を考えるうえでも，また多型分析に頼らざるを得なかった出生前診断や保因者診断をより確実にするためにも
微小な遺伝子変異の検出を試みた本研究は学位に値すると考えられる。
